

























Trabalho submetido por 
Luís Miguel Lucas Glória 

































Trabalho submetido por 
Luís Miguel Lucas Glória 





Trabalho orientado por 
Prof. Doutora Maria Gabriela Almeida 
 
e coorientado por  
Mestre José Feliz 
 




Quero agradecer em primeiro lugar aos meus orientadores, ao Mestre José Feliz e 
à Prof.ª Doutora Mª Gabriela Almeida pela orientação que me foi dada. Por parte da Prof.ª 
uma orientação mais científica, e por parte do Prof. uma orientação mais clínica, sendo 
que os dois, de igual forma, foram fundamentais para o resultado final da presente 
monografia de final de curso. São os dois, uns excelentes profissionais e umas excelentes 
pessoas. Obrigado por toda a disponibilidade demonstrada e por todo o apoio. 
Não menos importante, também quero agradecer aos meus pais, por terem 
acreditado e investindo em mim, sem eles nada disto poderia ter sido possível. Obrigado 
por serem quem são, e pela educação humilde que me transmitiram. Um muito obrigado, 
também, ao meu irmão. Amo-vos do fundo, do fundo do coração! 
Agradeço às minhas primas, Helena e Rita, o apoio incondicional e as vivências 
de infância e adolescência, que contribuíram para a minha entrada no ensino superior.  Às 
minhas avós, a energia positiva e a confiança que me transmitiram ao longo da vida. Às 
minhas tias, Mª Luísa, Mª Amélia, o apoio emocional que me deram, principalmente nas 
piores fases da vida. À prima Tânia pela sua disponibilidade em ajudar-me. 
Aos meus amigos por todo o apoio e incentivo que me deram, para continuar a 
lutar pelos meus objetivos. Sem vocês, concluir este curso seria, inúmeras vezes, mais 
difícil, se não impossível, porque todos necessitam de amigos como vocês. Também vos 
amo! Peço desculpa, pelos momentos em que estive ausente, para concluir esta obra. 
Por fim, quero agradecer a todos os docentes que transmitiram os seus 
conhecimentos, e a todas as pessoas que passaram pela minha vida, que de uma maneira 
ou de outra, positiva ou negativa, contribuíram sem dúvida para o meu desenvolvimento, 







Segundo a Organização Mundial de Saúde, as doenças cardiovasculares (DCV) 
associadas à aterosclerose são a principal causa de morte e de morbidade a nível 
mundial. Por este motivo, é necessário antever o aparecimento da aterosclerose e agir 
em conformidade. Apesar de serem conhecidos vários fatores de risco capazes de 
avaliar a probabilidade de um indivíduo desenvolver DCV, nem todos os episódios 
ocorridos envolvem os principais fatores de risco. Na presente monografia, pretendeu-se 
correlacionar a hiper-homocisteinemia, e mais precisamente, a homocisteinilação de 
proteínas, com a génese da aterosclerose. Com efeito, a hiper-homocisteinemia é aceite 
como um fator de risco emergente para a aterosclerose. No entanto, segundo os 
resultados obtidos em ensaios clínicos, a redução da concentração plasmática de 
homocisteína total (tHcy), através da suplementação vitamínica do complexo B, não 
reduz o risco de ocorrer eventos vasculares, comprometendo o nexo de causalidade 
entre a tHcy e a aterosclerose. No entanto, estes estudos não consideram os diferentes 
metabolitos da homocisteína. Por conseguinte, a envolvência destas espécies na 
aterogénese deverá ser devidamente clarificada no futuro próximo. 
Estudos recentes mostraram que a homocisteinilação de proteínas acelera a 
progressão da aterotrombose. Em particular, a capacidade da homocisteína provocar a 
S-homocisteinilação direta, ou a N-homocisteinilação indireta de proteínas, leva à perda 
das funções das mesmas. Torna-se assim imprescindível um conhecimento mais 
detalhado da própria aterogénese e do envolvimento de todas as entidades, de forma a 
permitir a identificação de biomarcadores mais efetivos e de novos alvos terapêuticos.  
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Homocisteinilação de proteínas 
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According to the World Health Organization, cardiovascular diseases (CVD) 
associated with atherosclerosis are the leading cause of death and morbidity worldwide. 
For this reason, one should predict the onset of atherosclerosis and act accordingly, on 
time. Although several risk factors capable of assessing the probability of an individual 
developing CVD are known, not all cases reported involved major risk factors. In this 
monography, we aim to stablish a correlation between hyperhomocysteinemia, more 
precisely protein homocysteinylation, and the genesis of atherosclerosis. In fact, 
hyperhomocysteinemia is accepted as an emergent risk factor for atherosclerosis. 
However, according to the results obtained in clinical trials, the reduction of total 
plasma homocysteine concentration (tHcy) through the supplementation of vitamin B 
complex did not reduce the risk of vascular events, compromising the causal link 
between tHcy and atherosclerosis. Though, these studies did not consider the different 
metabolites of homocysteine. Therefore, the involvement of these species in 
atherogenesis should be duly clarified in the future. 
Recents studies have shown that the homocysteinylation of proteins accelerates 
the progression of atherothrombosis. In particular, the ability of homocysteine to cause 
direct S-homocysteinylation or indirect N-homocysteinylation of proteins, leads to the 
loss of their functions. This is why it is extremily important to get a more detailed 
knowledge on atherogenesis and the involvement of all species, so one may identify 
more effective biomarkers and new therapeutic targets. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
As doenças cardiovasculares (DCV) são a principal causa de morte e de 
morbidade a nível mundial (World Health Organization, 2011, 2014a). Em 2012, 
morreram cerca de 56 milhões de pessoas em todo mundo, das quais 17,5 milhões 
(aproximadamente 31%) foram causados pelas DCV (WHO, 2014a, 2014b). Em 2030, 
estima-se um aumento da mortalidade para 22,2 milhões de óbitos, ou seja um 
acréscimo de aproximadamente 8,4%, face a 2012 (WHO, 2014b). Das DCV, as mais 
mortais são a doença isquémica coronária (e.g. enfarte agudo do miocárdio) e a doença 
cerebrovascular, principalmente o acidente vascular cerebral (AVC), que originaram 
respetivamente, 7,4 e 6,7 milhões de óbitos, em que, cerca de 65-67% destes números, 
foram registados em pessoas com idades acima dos 70 anos. A percentagem de óbitos 
de outras faixas etária nomeadamente dos [60-69 anos], [50-59 anos], [30-49 anos], 
[<30 anos], correspondem respetivamente a 18%, 10%, 6% e 1% do número total de 
mortes por doença isquémica coronária e 18%, 9%, 4% e 1% do número total de mortes 
por doença cerebrovascular, portanto constata-se que a percentagem de óbitos consoante 
a idade aumenta com o envelhecimento. Se analisarmos a incidência da taxa de 
mortalidade nos dois sexos verifica-se que, na cardiopatia isquémica, a taxa de 
mortalidade incide mais no sexo masculino, ao contrário do que se regista na doença 
cerebrovascular. Se salientar-mos o número de mortes por sexo e pela respetiva faixa 
etária, verifica-se que, em ambas as doenças, morreram mais pessoas até aos 69 anos do 
sexo masculino, enquanto que, na faixa etária acima dos 69 anos o maior número de 
óbitos são do sexo feminino (WHO, 2014a). 
The World Bank agrupa os países, consoante o seu rendimento nacional bruto 
per capita, em quatro categorias: baixo rendimento, médio-baixo rendimento,  
médio-alto rendimento, alto rendimento. Segundo a Organização Mundial de Saúde, a 
taxa de mortalidade pela doença isquémica coronária é mais elevada nos países de alto 
rendimento, seguido dos médio-alto rendimento, enquanto que a mortalidade pela 
doença cerebrovascular afeta mais os países de médio-alto rendimento, seguido dos de 
alto rendimento. Mas, tanto nos países de alto rendimento, médio-alto rendimento e 
médio-baixo rendimento as principais  causas de morte são provocadas por estas DCV, 
ao contrário do que se verifica nos países de baixo rendimento, em que as doenças 
cerebrovascular e isquémica coronária são, respetivamente, a quarta e quinta causa de 
morte (WHO, 2014a). Estes resultados podem estar associados aos diferentes estilos de 
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vida quotidiano nos diversos países, onde a taxa de mortalidade é mais prevalente nos 
países com maiores rendimentos. É precisamente nestas regiões do mundo que se 
observam estilos de vida menos saudáveis, nomeadamente ao nível de alimentação e do 
sedentarismo (World Health Organization, 2014b). 
 A etiologia das doenças anteriormente referidas está, na sua maioria, 
subjacentes à aterosclerose (WHO, 2011, 2014b). Deste modo, pretende-se com este 
trabalho rever o estado da arte acerca da aterosclerose e compreender como a  
hiper-homocisteinemia, um fator de risco para a aterosclerose, relacionado com a 







A aterosclerose é compreendida como uma doença inflamatória multifatorial 
crónica, sistémica, progressiva e degenerativa das túnicas das grandes e/ou médias 
artérias, causada por um processo inflamatório que leva à formação local de placas de 
ateroma (Kullo & Cooper, 2010; Ozkan, Ozkan, & Simşek, 2002). Afeta várias regiões 
do leito vascular e por isso tem distintas manifestações clínicas. Nas coronárias, 
provoca angina e enfarte agudo do miocárdio. Nas artérias que irrigam o sistema 
nervoso central, causa AVC. Na circulação periférica, está implicada na claudicação 
intermitente, gangrena e amputações. Na circulação esplâncnica, pode provocar 
isquemia mesentérica e no rim, enfarte renal. Nem todas as manifestações da 
aterosclerose resultam de doença estenótica. Na aorta, a ectasia e o desenvolvimento de 
aneurisma é um exemplo disso (Kasper et al., 2015). 
No ser humano, a aterosclerose ocorre ao longo de inúmeros anos, geralmente, 
várias décadas. O crescimento da placa aterosclerótica não ocorre de forma linear, mas 
descontínua, com períodos de relativa quiescência pontuados por períodos de rápida 
evolução (Libby, 2014).  
Normalmente, o processo inflamatório inicia-se quando existe disfunção das 
células endoteliais. A disfunção endotelial é caracterizada pela diminuição da libertação 
de fatores vasodilatadores derivados do endotélio e aumento da libertação dos fatores 
vasoconstritores derivados do endotélio e de crescimento, e também, pela alteração do 
fenótipo antiaderente, antitrombótico e anti-inflamatório da célula endotelial para um 
fenótipo pró-aderente, pró-trombótico, pró-inflamatório (Behrendt & Ganz, 2002). Estas 
alterações podem ser resultado da interação deste tipo de células com: i) fluxo 
sanguíneo turbulento e oscilatório (baixa tensão de cisalhamento), ii) lipoproteínas de 
baixa densidade (LDL) alteradas, iii) espécies reativas de oxigénio (ROS), e de azoto 
(RNS), iv) homocisteína, v) microrganismos (e.g. Chlamydia pneumoniae), entre outros 
fatores (Ver secção 2.2) (Kasper et al., 2015; Libby, 2014; Ross, 1999). Para além da 
disfunção das células endoteliais estar relacionada com o desenvolvimento de 
aterosclerose, outros estudos têm relacionado a disfunção do tecido adiposo perivascular 
com este efeito (Ozen, Daci, Norel, & Topal, 2015; Szasz, Bomfim, & Webb, 2013; 
Zaborska, Wareing, & Austin, 2016). 
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Como se sabe, para além de ser responsável pela permeabilidade seletiva de 
várias moléculas entre o sangue e o tecido conjuntivo, o endotélio também modula a 
função vasomotora, a adesão celular, a inflamação, a ativação plaquetária, a proliferação 
de células do músculo liso e a coagulação, através da produção de compostos bioativos 
essenciais para a homeostase do sistema circulatório. As funções de algumas 
substâncias produzidas pelas células endoteliais estão descritas na Tabela 1 (Deanfield, 
Halcox, & Rabelink, 2007; Ghiadoni, Bruno, & Gori, 2014; Higashi, 2015; 
Lewandowski, 2000; Sena, Pereira, & Seiça, 2013). 
A síntese de alguns compostos vasoativos pelo endotélio é regulada por agentes 
químicos e físicos (tensão de cisalhamento). Relativamente à regulação por agentes 
físicos, as células endoteliais expressam vários mecanotransdutores que convertem as 
tensões físicas em sinais bioquímicos (Chatzizisis et al., 2007; Hahn & Schwartz, 2009).   
A tensão de cisalhamento é provocada pelo fluxo sanguíneo, o qual pode ser laminar ou 
turbulento. Quando o ser humano, em condições normais, está em repouso ou a praticar 
exercício físico de baixa intensidade, o fluxo é laminar em quase toda a árvore 
circulatória, transitando a turbulento perto de obstáculos no lúmen, como as bifurcações, 
ramificações nas válvulas, as curvaturas dos vasos. Fluxo laminar exerce uma alta 
tensão de cisalhamento no endotélio, enquanto que um fluxo turbulento exerce baixa 
tensão de cisalhamento. A alta tensão de cisalhamento aumenta a expressão de óxido 
nítrico (NO) pelas células endoteliais. Este composto tem propriedades  
anti-inflamatórias, ao limitar a expressão de moléculas de adesão, para além de 
propriedades vasodilatadoras. A exposição de células endoteliais a um fluxo laminar 
aumenta a transcrição do Kruppel-like factor 2 que, por sua vez, aumenta a atividade do 
enzima sintetase do óxido nítrico (NOS). O fluxo laminar também estimula a produção 
da superóxido dismutase, um enzima antioxidante. Em oposição, o fluxo turbulento e 
oscilatório, não estimulam a expressão destes compostos antioxidantes e obriga a que o 
endotélio dessa zona esteja, durante mais tempo, em contacto com agentes que causam 
disfunção endotelial. Deste modo, a alta tensão de cisalhamento proporciona proteção 
contra a disfunção endotelial, e é por isso que os locais prediletos para as lesões 
ateroscleróticas são os que têm baixa tensão de cisalhamento (fluxo turbulento e/ou 
oscilatório) (Cecchi et al., 2011; Chatzizisis et al., 2007; Gimbrone & García-Cardeña, 









 Inibidor da ativação das plaquetas 
 Inibidor da proliferação das células musculares lisas 
Prostaciclina 
 Vasodilatador 
 Inibidor da ativação das plaquetas e de monócitos 





 Indutor da proliferação das células musculares lisas 
Tromboxano A2 
 Vasoconstritor 
 Indutor da proliferação das células musculares lisas 
Peptidil-dipeptidase A 
 Enzima conversor da angiotensina I em angiotensina II 
(vasoconstritor) 
Ativador do plasminogénio  Ativador da fibrinólise 
Trombomodulina 
 Proteína membranar, que ao interagir com a trombina ativa a 
proteína C, responsável pela inibição da coagulação 
Proteína S 
 Co-factor para a ação da proteína C ativa que cliva 
proteoliticamente os fatores Va e VIIIa 
Moléculas associadas à 
membrana semelhantes à 
heparina 
 Ativação da antitrombina III, responsável pela inativação da 
trombina e outros fatores de coagulação 
Fator von Willebrand  Adesão das plaquetas 
Fator tecidual  Ativador da coagulação 
Inibidor do fator tecidual  Inibidor da coagulação 
Inibidor do ativador do 
plasminogénio 
 Inibidor da fibrinólise 
 
Uma vez lesadas as células endoteliais, há um facilitismo para a formação de 
uma estria lipídica. Esta estria representa a lesão inicial da aterosclerose (Figura 1), e 
corresponde a um aumento focal de colesterol, proveniente de lipoproteínas, 
maioritariamente das LDL, no tecido conjuntivo laxo (camada subendotelial) da artéria 
(Figura 2) (Salisbury & Bronas, 2014). Esta acumulação de LDL pode não resultar 
simplesmente de um aumento da permeabilidade ou de uma fragilidade do endotélio, 
mas é sobretudo consequência da sua ligação aos constituintes da matriz extracelular da 
íntima arterial, em particular com os proteoglicanos (Fogelstrand & Borén, 2012; Libby, 
2014). A retenção das LDL nesta matriz favorece a oxidação e glicação das mesmas. Os 
produtos daí resultantes aumentam a produção local de citocinas pró-inflamatórias, tais 
como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF). Estas, por sua vez, 
regulam a expressão de moléculas de adesão envolvidas no recrutamento de leucócitos. 
Estas moléculas, bem como, os recetores para os leucócitos são expressas e  
sobre-expressas, respetivamente, na superfície das células endoteliais e das células 
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disfuncionais endoteliais. A alta tensão de cisalhamento pode ter um efeito antagónico 
na expressão destas moléculas (Galkina & Ley, 2007; Salisbury & Bronas, 2014). 
Deste modo, a acumulação de leucócitos na íntima caracteriza as lesões precoces 
da aterosclerose. Assim, a aterogénese envolve elementos inflamatórios, que estão na 
base da teoria unificadora do processo aterosclerótico: a inflamação. As células 
inflamatórias tipicamente encontradas na placa de ateroma incluem macrófagos 
derivados de monócitos, células dendríticas, linfócitos T e B e mastócitos (Kasper et al., 
2015).  
Os leucócitos, uma vez captadas na superfície das células endoteliais pelos 
recetores de adesão, atravessam a camada endotelial, por diapedese, e alcançam a íntima 
arterial (Figura 2) (Ley, Miller, & Hedrick, 2011).  
Uma vez na íntima, os monócitos diferenciam em macrófagos e, estes últimos 
captam avidamente LDL modificadas, via endocitose mediada pelo recetor scavenger, 
transformando-se em células espumosas (Figura 2). A captação das LDL é sobretudo 
realizada pelos recetores scavenger que não sofrem down-regulation, como acontece 
com o recetor clássico das LDL (LDLr), permitindo deste modo, uma maior acumulação 
de colesterol no interior destas células (Kasper et al., 2015; Libby, 2014; Libby, Ridker, 
& Hansson, 2009). 
Embora a estria lipídica preceda o desenvolvimento da placa aterosclerótica, 
nem todas as estrias progridem para a placa de ateroma porque as células espumosas 
carregadas de colesterol podem abandonar a íntima, exportando os lípidos (Figura 1). 
Os macrófagos também podem proliferar na placa em resposta a fatores de crescimento 
hematopoéticos (Kasper et al., 2015). Por outro lado, o transporte reverso do colesterol 
mediado pelas lipoproteínas de alta densidade (HDL), constitui uma via alternativa para 
a remoção do colesterol da placa de ateroma, através dos transportadores ABC (ATP 
binding Cassette) e do SRB1 (scavenger receptor B1) (Kasper et al., 2015). 
Algumas células espumosas na íntima arterial acabam por sofrer apoptose 
resultando na formação de um centro lipídico designado por core necrótico (Figura 1). 
Antes de sofrerem este processo, os macrófagos podem elaborar micropartículas ou 
exossomas (que podem conter microARNs reguladores), citocinas e fatores de 
crescimento envolvidos nas placas de ateroma complicadas (Kasper et al., 2015; Libby, 
2014).  
A formação de tecido fibroso na matriz extracelular caracteriza as lesões 




é a célula muscular lisa (SMC). Os monócitos/macrófagos através de citocinas, como as 
IL-1 e o TNF, induzem a produção local de fatores de crescimento, como o fator de 
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fibroblast growth factors, entre outros. 
Estes últimos, estimulam a proliferação e a produção de matriz extracelular pela célula 
muscular lisa contribuindo desta forma para a evolução da placa de ateroma. O PDGF 
elaborado por estas células, ou pelas plaquetas, ou ainda, pelas células endoteliais, pode 
também estimular a migração das células do músculo liso residentes na túnica média, 
para a íntima (Figura 2) (Kasper et al., 2015). 
Outras citocinas, com destaque para o interferão-γ (IFN-γ) derivado dos 
linfócitos T ativados, dentro das lesões de ateroma podem limitar a síntese de colagénio 
pelas células musculares lisas. Antagonicamente, existem mediador que estimulam a 
produção de colagénio pelas células musculares lisas, como por exemplo, o fator β de 
transformação de crescimento (TGF-β) e o PDGF. As fibras de colagénio conferem 
resistência biomecânica à placa, evitando a sua rutura (Libby, 2009).  
Para além dos mediadores localmente produzidos, os produtos da coagulação e 
da trombose contribuem também para a evolução do ateroma; o que justifica a 
utilização do termo aterotrombose (Kasper et al., 2015).  
Apesar da estria lipídica se formar por debaixo de um endotélio intacto, nas 
lesões mais avançadas ocorrem alterações microscópicas nas células endoteliais que 
favorecem a formação de microtrombos ricos em plaquetas nos locais de exposição da 
matriz extracelular trombogénica. As plaquetas assim ativadas libertam numerosos 
fatores que promovem uma resposta fibróticas, nomeadamente o PDGF e o TGF-β 
(Kasper et al., 2015). 
A trombina para além de gerar fibrina durante a coagulação, também estimula 
recetores, que sinalização a migração, proliferação e produção de matriz pelas células 
musculares lisas (Kasper et al., 2015).  
As placas de ateroma mais evoluídas caraterizam-se pela sua baixa celularidade, 
a qual contrasta com a abundância de tecido fibroso calcificado (Figura 1). A escassez 
de células musculares lisas e macrófagos pode resultar da predominância de fatores 
citostáticos tais como o TGF-β e o IFN-γ, que inibem a proliferação das células 
musculares lisas, e levam à sua apoptose (Kasper et al., 2015). 
 




Figura 1 – Estadios histopatológicos da aterosclerose. 
(A) Espessamento adaptativo da íntima caracterizado pela acumulação de células musculares lisas na 
íntima. (B) Formação da estria lipídica correspondente à acumulação de células espumosas na íntima. (C) 
Espessamento patológico da íntima com a acumulação de lípidos extracelulares sem necrose. (A), (B), (C) 
são processos reversíveis. (D) Fibroateroma caracterizado por core necrótico, que pode sofrer calcificação 












Figura 2 – Evolução esquemática da placa de ateroma.  
1, Acumulação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) na íntima. A retenção das LDL favorece a sua 
oxidação ou glicação. 2, Stress oxidativo, incluindo produtos da modificação das LDL, pode induzir à 
produção local de citocinas (esferas verdes). 3, As citocinas induzem um aumento da expressão de 
moléculas de adesão (hastes azuis na superfície endotelial) de leucócitos, no endotélio, promovendo assim 
a ligação e migração destes mesmos para a íntima. 4, Monócitos plasmáticos, ao entrar na íntima, em 
resposta às quimiocinas, tais como a proteína quimiotática de monócitos (MCP-1), aumentam a expressão 
de recetores scavenger, diferenciando-se em macrófagos. 5, Os receptores scavenger mediam a captação 
das LDL modificadas, promovendo o desenvolvimento de células espumosas. Por sua vez, estas libertam 
citocinas adicionais, moléculas efetoras, tais como o ácido hipocloroso, o anião superóxido, e as 
metaloproteases da matriz. 6, As células do músculo liso (SMC) migram para a íntima da íntima. 7, As 
SMC podem, então, multiplicar e elaborar matriz extracelular, promovendo a acumulação da mesma, 
desenvolvendo a placa aterosclerótica. Desta forma, a estria lipídica pode evoluir para uma lesão 
fibrótica. 8, Em fases posteriores, pode ocorrer calcificação (não representada) e fibrose continua, que por 
vezes é acompanhada da apoptose das SMC, resultando numa cápsula fibrosa relativamente acelular, em 
torno de um core lipídico, que também pode conter células mortas e seus detritos. IL = interleucina. 
Retirado de (Libby, 2014) 
 
2.2. Fatores de Risco 
O estudo dos fatores de risco para a aterosclerose gerou de um conjunto de 
resultados experimentais, transversais e, mais recentemente, longitudinais, em humanos, 
a partir dos quais se definiram os principais fatores (Tabela 2). O contributo dos vários 
fatores de risco para a aterosclerose difere consoante a doença aterosclerótica. Por 
exemplo, a hipertensão arterial está mais relacionada com o AVC enquanto que, a 
hiperlipemia se relaciona sobretudo, com a doença coronária (Kasper et al., 2015).  
Além disso, é importante distinguir entre fatores e marcadores de risco de 
doença. Por exemplo, estudos genéticos sugerem que a Proteína C Reativa não medeia 
por si só a aterogénese, apesar de ser utilizada como marcador preditivo de risco. Pelo 
contrário, a lipoproteína (a) e a apoproteína C3 emergiram como fatores de risco, bem 
como a hiper-homocisteinemia (HHcy) (Kasper et al., 2015). 
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Quando um indivíduo acumula vários fatores de risco, os mesmos têm um efeito 
sinérgico,  e não apenas aditivo, na probabilidade de desenvolver DCV (Hall & Guyton, 
2011). 
 
Tabela 2 - Fatores de risco majores tradicionais para a aterosclerose. Adaptado de (Kasper et al., 2015). 
Fatores de risco majores 
Clássicos Emergentes 
 Consumo de tabaco e exposição ao tabaco; 
 Dieta aterogénica; 
 Sedentarismo 
 Hipertensão arterial (pressão sanguínea ≥ 140/90 
mmHg) 
 Alta concentração plasmática de LDL, baixa 
concentração plasmática de HDL [< 40 mg/dL] 
 Excesso de peso/obesidade 
 Diabetes mellitus 
 História familiar de DCV prematuras 
 Idade avançada (♂ ≥ 45 anos, ♀ ≥ 55 anos) 
 Hiper-homocisteinemia 
 Hiperglicemia intermédia 
 Lipoproteína (a) 
 Apoproteína C3 
 Aterosclerose subclínica 
 
Apesar de um conhecimento lato sobre fatores de risco envolvidos na etiologia 
das DCV associadas à aterosclerose, estes não são prognosticadores corretos, indicando 
apenas o aumento da probabilidade de surgirem estas patologias. Com efeito, sabe-se 
que um indivíduo que não apresente nenhum destes fatores pode vir a ter uma doença 
cardiovascular. Como tal, é imperativo descobrir novos fatores de risco que permitam 
prever corretamente o surgimento da aterosclerose, bem como, elucidar os mecanismos 
de ação dos mesmos e dos fatores de risco já conhecidos. Deste modo, espera-se que 
surjam terapias inovadoras para a prevenção e/ou tratamento das DCV, reduzindo 
assim, a taxa de mortalidade e morbilidade, bem como as atuais despesas com o 
diagnóstico e com a terapêutica das mesmas (WHO, 2011). 
 
2.2.1. Hiper-homocisteinemia. 
A HHcy é descrita como uma desordem metabólica caracterizada pelo excesso 
de homocisteína total (tHcy) presente no sangue (Concentração plasmática de tHcy > 15 
mol/L), originada pelo deficiente metabolismo da homocisteína (Hcy) (Ver 3.1.3), e 
agravada em doentes com insuficiência renal (Tabela 3) (Ganguly & Alam, 2015; 
Nygård, Vollset, Refsum, Brattström, & Ueland, 1999). Os valores plasmáticos de tHcy 




indicado na Tabela 4, a HHcy classifica-se em três tipos consoante a quantidade de tHcy 
presente no sangue (Ganguly & Alam, 2015; Nygård et al., 1999). 
 
Tabela 3 – Determinantes principais do aumento da concentração plasmática de tHcy. Adaptado de 
(Ciaccio & Bellia, 2010; Moll & Varga, 2015). 
Determinantes principais de HHcy 
Fatores genéticos 
 Défice de CβS 
 Défice de MS 
 Défice de MTHFR 
Determinantes fisiológicos 
 Envelhecimento 
 Sexo Masculino 
 Gravidez 
 Pós-menopausa 
 Aumento da massa muscular 
Determinantes estilo de vida 




 Deficiência em vitaminas B12, B6, B2 e ácido fólico 
 Insuficiência renal 
 Hipotiroidismo 
 
Tabela 4 – Classificação da HHcy consoante os níveis plasmáticos de tHcy. 
Classificação Concentração plasmática de tHcy (mol/L) 
Ligeira 16 a 30 
Moderada 31 a 100 
Severa > 100 
 
No plasma, pode-se encontrar a Hcy em três formas diferentes (tHcy) (Figura 3): 
ligada às proteínas plasmática, por pontes dissulfeto (S-homocisteinilação); ligada a 
compostos tióis de baixo peso molecular, formando homodímeros com outro resíduo de 
Hcy (homocistina), ou heterodímero com um outro composto tiol; na sua forma livre 
(Hcy reduzida) (Ganguly & Alam, 2015; Nekrassova, Lawrence, & Compton, 2003; 
Nygård et al., 1999). 
Em termos de distribuição, a Hcy encontra-se predominantemente ligada às 
proteínas plasmáticas, correspondendo a cerca de 70 a 80 % de todas as formas de Hcy 
presentes no plasma. Em oposição, a forma reduzida da Hcy representa apenas 1 % do 
conteúdo total. Os restantes 20 a 30 % correspondem à formação de dímeros entre a 
Hcy e compostos tióis  (Figura 3) (Ganguly & Alam, 2015; Nygård et al., 1999). 
 




Figura 3 – Formas de Hcy existentes no plasma. Adaptado de (Nygård et al., 1999). 
 
 Os níveis de tHcy têm sido usados como biomarcadores plasmáticos das DCV 
em ensaios clínicos, onde se estuda a relação entre o metabolismo da Hcy com estas 
patologias (Jakubowski, 2013).  
Em 1969, McCully (1969) propôs a HHcy severa como fator de risco de 
aterosclerose, quando observou aterosclerose na autópsia de crianças com 
homocistinúria (excesso de homocisteína na urina) causada por erros inatos no 
metabolismo da Hcy. Esses erros metabólicos são caracterizados por mutações dos 
genes dos enzimas cistationina β-sintetase (CβS), metilenotetrahidrofolato redutase 
(MTHFR), metionina sintetase (MS) e acidúria metilmalónica-homocistinúria tipo cbl C 
(MMACHC) (Poloni, Blom, & Schwartz, 2015). As placas de ateroma observadas em 
seres humano, coelho, macaco com homocistinúria, são tendencialmente fibrosas e 
calcificadas (McCully, 2015b).  
Tal como mencionado anteriormente , a HHcy é aceite pela comunidade médica 
como um fator de risco independente para o desenvolvimento de DCV (Ganguly & 
Alam, 2015; Koubaa et al., 2009; Leach et al., 2014; Sharifi, Salimi, & Shams, 2012; 
Tcherkas & Denisenko, 2001). Diversos estudos observacionais (prospetivos e 
retrospetivos) mostraram que um aumento da concentração de tHcy, mesmo sendo 
ligeiro, está associado a um maior risco de desenvolvimento de DCV (Eckel & Cornier, 
2014). Guo et al. (2014) analisaram e compararam os efeitos de uma dieta rica em 
metionina (1% metionina), rica em gorduras (10% natas, 1,25% colesterol, 0,5% ácido 




em ratinhos machos com ausência do gene do LDLr. Pelos resultados obtidos, 
verificaram que os ratinhos com uma dieta rica em metionina apresentavam HHcy, e 
que os níveis elevados de tHcy aceleraram o desenvolvimento de lesões ateroscleróticas, 
evidenciando assim, a HHcy como um possível fator de risco independente para o 
desenvolvimento de aterosclerose no ser humano. Também apuraram que, a 
hiperlipemia acelerou a evolução de aterosclerose, para além de terem verificado que, a 
associação destes dois fatores de risco acelerou e desenvolveu lesões ateroscleróticas 
mais graves nos ratinhos com defeitos no gene do LDLr. O resultado da associação 
destes dois fatores de risco está em concordância com o que foi dito anteriormente, 
acerca dos efeitos sinérgicos de fatores de risco. Para além do aumento da gravidade 
clínica pelos efeitos sinérgicos de fatores de risco, tem-se verificado um aumento da 
prevalência de HHcy em indivíduos que têm vários fatores de risco de DCV, como o 
tabagismo, a hipertensão e com o défice nutricional em vitaminas B6 e B12 e ácido 
fólico, a idade avançada e a insuficiência renal (Guo et al., 2015; Lewandowski, 2000; 
Škovierová et al., 2016). 
Ao longo dos anos, têm sido realizados diversos ensaios clínicos com o intuito 
de determinar se a redução dos níveis plasmáticos de tHcy com reforço da ingestão de 
vitaminas do complexo B, incluindo a vitamina B12, B6 e ácido fólico, seriam benéficas 
na redução da doença aterosclerótica em indivíduos com doença cardiovascular 
estabelecida. Os resultados destes ensaios revelaram, que não houve redução dos 
eventos vasculares em indivíduos com doença cerebrovascular, ou com doença 
cardiovascular e, ainda com doença vascular resultante de insuficiência renal crónica 
(McCully, 2015b). A falha da suplementação vitamínica, em contexto de prevenção 
secundária, levou desde 2015, a ser estudado o efeito da suplementação destas 
vitaminas, em contexto de prevenção primária, ao qual, aguarda-se ainda pelos 
resultados finais (McCully, 2015a). 
Todavia, é de salientar que os estudos, quer observacionais, quer clínicos, ao 
utilizarem a tHcy como biomarcador, não descriminam as espécies individuais da Hcy, 
pelo que se desconhece qual delas participa diretamente na génese da aterosclerose. 
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Figura 4 - Estrutura química da Hcy. Apresenta uma cadeia lateral semelhante à Cys, já que possui, em 
comparação com esta, um grupo metilo adicional. 
 
3.1.1. Considerações Gerais. 
A Hcy é um aminoácido não-proteico (Figura 4), que constitui um produto 
intermediário da conversão de metionina (Met) em cisteína (Cys) (Ganguly & Alam, 
2015; Nekrassova et al., 2003; Nygård et al., 1999). A Met é um aminoácido essencial 
obtido exclusivamente pela dieta. Uma vez ingeridas, as proteínas contendo este 
aminoácido, são digeridas e a Met, na sua forma livre, é direcionada para a corrente 
sanguínea, onde circula até ser captada pelas células. Uma vez dentro das células, a Met 
é convertida a S-adenosilmetionina (SAM) pelo enzima metionina adenosiltransferase 
(MAT), que necessita de uma molécula de trifosfato de adenosina (ATP) para que esta 
reação ocorra. Após formada a SAM, um doador universal de grupos de metilo, este 
transfere o seu grupo metilo para um aceitador seu (e.g. ADN, ARN, proteínas, 
fosfolípidos), a este processo dá-se o nome de metilação, originando  
S-adenosil-homocisteína (SAH) (Figura 6). Por fim, a SAH sofre hidrólise enzimática, 
pela ação da S-adenosil-homocisteína hidrolase (SAHH), gerando Hcy e adenosina, num 
processo reversível. (Figura 6) (Jakubowski, 2006b; Jakubowski & Głowacki, 2011; 
Nygård et al., 1999; Poloni et al., 2015; Rafii et al., 2009). Se não existir nenhum 
mecanismo que impeça a acumulação intracelular de Hcy, a sua elevada concentração 
torna-se citotóxicas (Welch, Upchurch, & Loscalzo, 1997). 
 
3.1.2. Efeitos Tóxicos da Hcy. 
Até à data, foram propostos diferentes efeitos tóxicos da Hcy, os quais podem 
resultar de efeitos tóxicos diretos, caso da S-homocisteinilação de proteínas e da 
indução do stress oxidativo, ou indiretos, através dos seus diversos metabolitos 
(Škovierová et al., 2016; Zang et al., 2016). 
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O stress oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a produção de 
espécies pró-oxidantes (ROS e RNS) e antioxidantes. Diferentes estudos revelaram que 
as reações redox podem ser um fator chave para o desenvolvimento da aterosclerose em 
indivíduos com HHcy. A Hcy aumenta a produção de ROS que podem formar radicais 
hidroxilo que, por sua vez, podem remover eletrões de outras moléculas e induzir a 
subsequente oxidação de lípidos, proteínas, hidratos de carbono e ácidos nucleicos, 
contribuindo assim para a disfunção endotelial, seguida de ativação plaquetária e 
formação de trombos. A auto-oxidação dos metabolitos da Hcy conduz à acumulação de 
peróxido de hidrogénio (H2O2), um potente agente oxidante. Vários mecanismos têm 
sido propostos para o stress oxidativo da Hcy: i) auto-oxidação da Hcy, ii) inibição da 
atividade enzimática dos antioxidantes na célula, iii) libertação da superóxido dismutase 
da superfície das células endoteliais, iv) ativação das NADPH oxidases, v) inibição da 
NOS, vi) degradação do enzima dimetilargininase e acumulação do inibidor da NOS, a 
dimetilarginina assimétrica e vii) formação de peroxinitrito, um indicador da reação 
entre o radical superóxido e o NO, que altera o metabolismo da tirosina e provoca 
alteração na função proteica induzindo, dessa forma, a disfunção endotelial (Lai & Kan, 
2015; Škovierová et al., 2016). 
Quanto à S-homocisteinilação, ocorre quando a Hcy se liga através do seu grupo 
tiol a outro grupo idêntico proveniente de um resíduo de Cys1 de uma proteína, 
estabelecendo-se uma ponte dissulfeto (Figura 5). Estas alterações têm um forte impacto 
no estado redox das proteínas, com a consequente modificação da sua função 
(Škovierová et al., 2016). Como tal, a S-homocisteinilação também contribui para o 
stress oxidativo. Este assunto voltará a ser abordado mais à frente. 
Quanto aos efeitos tóxicos consequentes dos metabolitos de Hcy, dado a sua 
importância e relevo na presente monografia, serão discutidos em pormenor ao longo 
das secções seguintes. 
                                                 
1 Se um resíduo de Hcy for incorporado erradamente na cadeia polipeptídica da proteína, este poderá 
também contribuir para a formação de pontes dissulfeto. 




Figura 5 - Representação esquemática das modificações proteicas induzidas pela Hcy, através da  
S-homocisteinilação. 
 
A fim de evitar a citotoxicidade, a célula pode metabolizar a Hcy por duas vias 
que geram metabolitos não-citotóxicos (Ver secção 3.1.3), exportar a Hcy para o meio 
extracelular, nomeadamente para a circulação sanguínea, ou ainda, atenuar os seus 
efeitos citotóxicos, através de vários compostos, como por exemplo, o glutationo2, a 
glutationo peroxidase3, a catalase e o NO (Welch et al., 1997). Este último reduz a 
biodisponibilidade da Hcy, ao interagir com este aminoácido, formando  
S-nitroso-homocisteína (S-nitroso-Hcy). A síntese desta molécula, para além de 
diminuir a concentração de Hcy, não produz ROS, e mantém a biodisponibilidade do 
NO, funcionando como uma dadora de NO (Stamler et al., 1993). No entanto, o  
S-nitroso-Hcy pode incorporar-se em proteínas, de forma translacional, devido ao facto 
da sua estrutura ser similar à da Met. A metionil-ARNt sintetase (MetRS), um enzima 
aminoacil-ARNt sintetase específico para a Met, essencial para a tradução do ARNm, e 
consequentemente para a biossíntese de proteínas, seleciona o S-nitroso-Hcy em vez da 
Met permitindo, assim, a incorporação da Hcy na cadeia polipeptídica da proteína 
                                                 
2 O glutationo, no estado reduzido, confere às células mecanismos de defesa antioxidante, prevenindo, por 
exemplo, a oxidação dos grupos tiol de vários compostos e proteínas, também reduz os radicais ROS ou 
de azoto, e remove peróxidos lipídicos e de hidrogénio. Estas funções podem ser obtidas pela ação direta 
do glutationo ou indiretamente, através de reações enzimáticas. 
3 O enzima glutationo peroxidase é responsável pela catálise da redução de hidroperóxidos e 
lipoperóxidos orgânicos e, concomitantemente, pela oxidação do glutationo. Também parecer ser 
responsável pela prevenção da oxidação do NO. 
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recém-sintetizada, em vez da Met. Todavia, este mecanismo poderá ser tóxico para a 
célula (Jakubowski, 2000, 2001, 2004).  
Por causa do potencial de redução do meio intracelular, sobretudo devido à 
presença de glutationo reduzido, a Hcy desloca-se do meio intracelular para o 
extracelular na sua forma reduzida; no entanto, passado alguns minutos a horas, a 
maioria desta oxida-se (Lewandowski, 2000).  
 
3.1.3. Metabolismo da Hcy. 
A metabolização da Hcy pode ser feita por duas vias distintas, isto é, por 
transulfuração ou por remetilação. A maioria das células do corpo humano, se não 
todas, metabolizam a Hcy pela via de remetilação; só apenas o fígado, os rins, o 
pâncreas e o intestino delgado conseguem metabolizar a Hcy pela via de transulfuração, 
para além da remetilação (Lewandowski, 2000; Perła-Kaján, Twardowski, & 
Jakubowski, 2007; Škovierová et al., 2016). 
A transulfuração da Hcy é um processo sintético irreversível de resíduos de Cys 
a partir da Hcy. O primeiro passo necessita da ação catalítica do enzima CβS, enzima 
este que está dependente do fosfato de piridoxal, seu cofator, para condensar a Hcy com 
a serina, dando origem ao aminoácido não-proteico cistationina. Esta última é 
convertida em Cys, catião amónio e α-oxobutirato, pela ação da cistationina γ-liase 
(CγL) (Figura 6). Posteriormente, a Cys formada por reações oxidativas, gera taurina ou 
sulfato, em porções 2:1. Este aminoácido também é essencial para a síntese de 
proteínas, do coenzima A e do glutationo. As células que não conseguem catabolizar a 
Hcy por esta via, obtêm Cys da corrente sanguínea (Jakubowski & Głowacki, 2011; 
Poloni et al., 2015; Rafii et al., 2009). 
Em condições normais, cerca de 50% da Hcy é remetilada originando metionina. 
A remetilação pode ser catalisada por dois enzimas de diferentes vias: a metionina 
sintetase (MS) ou a betaína-homocisteína metiltransferase (BHMT). A conversão de 
Hcy a Met, pela ação da MS, está dependente da presença do substrato  
5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF). Este provém da metabolização do  
5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-metilenoTHF) pelo enzima dependente de 
riboflavina, o metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Na presença do 5-metilTHF 
e da vitamina B12 (cofator da MS), a MS catalisa a transferência do grupo metilo do  
5-metilTHF para a Hcy, originando Met e tetrahidrofolato (THF). O THF, 
posteriormente, é convertido em 5,10-metilenoTHF pela serina hidroximetiltransferase 
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(SHMT), uma reação dependente da presença de piridoxal-5’-fosfato como cofator. O 
produto desta reação, como dito anteriormente, é essencial para a obtenção de  
5-metilTHF. A todo este processo dá-se o nome de ciclo dos folatos. Já a outra via de 
remetilação da Hcy através do enzima BHMT, só ocorre no fígado e nos rins, e requer 
betaína como grupo dador de metilo para formar Met e dimetilglicina (DMG). Esta 
reação é catalisada pela BHMT (Figura 6) (Jakubowski & Głowacki, 2011; 
Lewandowski, 2000; Poloni et al., 2015; Rafii et al., 2009; Škovierová et al., 2016). 
 
3.2. Homocisteína-Tiolactona 
Se o metabolismo da Hcy falhar, quer pela ausência e/ou defeito dos enzimas 
implícitos na sua metabolização, quer pela carência dos seus cofatores, ou ainda, pela 
excessiva ingestão ou carência4 nutricional de Met (McCully, 2015b), a concentração 
intracelular de Hcy eleva-se, aumentando assim a probabilidade deste aminoácido ser 
metabolizado por uma via extraordinária ao seu metabolismo. Esta via surge quando 
ocorre um erro numa reação de edição pela MetRS. Devido à similaridade das estruturas 
químicas dos resíduos de aminoácido Hcy e Met, torna-se difícil para o MetRS 
discriminar a Met, entre estes aminoácidos, para poder formar metionil-ARNt. Caso 
este selecione erradamente Hcy em vez de Met, e a ative por ligação de uma molécula 
de monofosfato de adenosina (AMP) ao seu terminal carboxilo, ativação esta que requer 
energia proveniente da hidrólise de ATP, o MetRS não consegue ligar a Hcy ativada ao 
ARNtMet, e irá catalisar a reação da cadeia lateral tiol da Hcy, removendo o AMP do 
terminal carboxilo ativado da Hcy, formando-se como produto final, a homocisteína-
tiolactona (HTL) (Jakubowski & Głowacki, 2011). 
Esta via de metabolização está dependente do rácio intracelular de Hcy/Met. 
Elevadas concentrações intracelulares de Hcy e baixas de Met estão relacionadas com o 
aumento da síntese de HTL (Perła-Kaján et al., 2007). 
 
                                                 
4 O decréscimo da concentração intracelular de Met reduz a biossíntese de SAM, provocando 
consequentemente a diminuição da ativação alostérica da CβS e, da inibição alostérica da MTHFR. 




Figura 6 – Metabolismo da Hcy e da HTL. Adaptado de (Jakubowski, 2004; Lewandowski, 2000). 
Met = metionina; MAT = metionina adenosiltransferase; ATP = adenosina trifosfato; SAM = S-
adenosilmetionina; X = grupo metilo; X-CH3 = aceitador de grupos metilo; SAH = S-adenosil-
homocisteína; Hcy = homocisteína; R-SH = grupo tiol na extremidade da cadeia de um composto; O2 = 
oxigénio molecular; R-S-S-Hcy = formação de uma ponte dissulfeto entre os grupo tiol da Hcy e do 
composto; CβS = cistationina β-sintetase;  Vit. B6 = piridoxal-5’-fosfato; CγL = cistationina γ-liase; MS 
= metionina sintetase; Vit. B12 = vitamina B12; 5-metilTHF = 5-metiltetrahidrofolato; THF = 
tetrahidrofolato; SHMT = serina hidroximetiltransferase; 5,10-metilenoTHF = 5,10-
metilenotetrahidrofolato; MTHFR = metilenotetrahidrofolato redutase; Vit. B2 = riboflavina; BHMT = 
betaína-homocisteína metiltransferase; DMG = dimetilglicina; MetRS = metionil-ácido ribonucleico de 
transferência sintetase; Metionil-ARNt = metionil-ácido ribonucleico de transferência; HTL = 
homocisteína-tiolactona; N-Hcy-Proteína = N-homocisteinilação de proteína; BLH  =   bleomicina 
hidrolase; PON1 = paraoxonase sérica tipo 1.   
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3.2.1. Metabolismo da HTL. 
Em condições fisiológicas, a HTL produzida pelas células encontra-se 
maioritariamente na sua forma neutra (Figura 7) e consegue difundir-se passivamente 
pelas membranas celulares (Figura 6). Grande parte da HTL vai para o meio 
extracelular, nomeadamente para a corrente sanguínea, para posteriormente ser 
excretada pelo rim, acumulando-se na urina. Deste modo, uma falha da função renal 
leva então à acumulação de HTL no plasma (Jakubowski, 2013). Alternativamente, 
pode ser metabolizada pelo enzima intracelular, a bleomicina hidrolase (BLH), ou pelo 
enzima extracelular, a paraxaonase–1 (PON-1) (Figura 6). A PON-1 é um enzima 
associado às lipoproteínas de alta densidade (HDL), que possuí uma dupla ação anti-
aterogénica ao, por um lado, hidrolisar o anel lactona da HTL, convertendo-a em Hcy, 
e, por outro, ao hidrolisar os peróxidos lipídicos e os hidroperóxidos de linoleato de 
colesterol das LDL oxidadas (Chistiakov, Melnichenko, Orekhov, & Bobryshev, 2017; 
Jakubowski, 2013). No meio intracelular, a HTL é hidrolisada pela BLH, a qual tem 
uma eficácia catalítica cem vezes superior à da PON-1; porém, esta continua a ser baixa 
e não saturada a 20 mM de HTL (Marsillach et al., 2014).  
 
 
Figura 7 -  HTL nas suas formas ácido-base. Retirado de (Jakubowski, 2006a) 
 
3.2.2. N-Homocisteinilação de Proteínas. 
A HTL é um tioéster cíclico, quimicamente reativo, uma vez que a energia da 
ligação do anidrido na Hcy~AMP é conservada na ligação tioéster. Tendo a HTL um 
grupo tioéster, o qual se comporta como um grupo eletroatrator por efeito indutivo, o 
valor de pKa da HTL é de 6,67 ± 0,05, sendo inferior ao valor de outros grupos amino 
comuns, nomeadamente o grupo ε-amino dos resíduos de lisina (pKa = 10,5). Sendo 
assim, este grupo tioéster é suscetível de sofrer ataques nucleófilos, especialmente pelo 
grupo ε-amino da cadeia lateral dos resíduos de lisina (Lys), levando à formação de 
ligações amida com estes mesmos grupos da Lys (Nε-Hcy-Lys). Deste modo, 
dependendo do pH do meio, a HTL pode provocar a N-homocisteinilação das proteínas 
(N-Hcy-Proteína) (Figura 8) (Garel & Tawfik, 2006; Jakubowski, 2006b; Jakubowski & 
Głowacki, 2011). 
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A N-homocisteinilação das proteínas é um processo de modificação  
pós-transdução, induzida pela HTL, que leva à incorporação de Hcy nas proteínas, 
através da formação de ligações amida entre o grupo tioéster da HTL e o grupo ε-amino 
dos resíduos de lisina das proteínas. Este processo pode alterar a estrutura e os pontos 
isoelétricos das proteínas, induzindo assim o seu desenrolamento ou multimerização e 
levando, consequentemente, à agregação/precipitação/formação de proteínas amiloides, 
e à perda das suas funções biológicas (Figura 8) (Garel & Tawfik, 2006; Jakubowski, 
2006b; Jakubowski & Głowacki, 2011). Refira-se que, os níveis de N-Hcy-Proteína 
aumentam significativamente em indivíduos com HHcy (Jakubowski, 2013). 
A reatividade da HTL com grupos ε-amino dos resíduos de Lys da proteína varia 
consoante o tamanho, os pontos isoelétricos da proteína, o número de resíduos de Lys e 
sua distribuição na proteína. Proteínas compostas por cerca de 100 a 700 resíduos de 
aminoácidos mostram uma correlação favorável entre a reatividade da HTL e o teor de 
lisinas (r ¼ 0.97). Proteínas grandes, como o fibrinogénio (3588 aminoácidos), à partida 
têm maior quantidade de lisinas que as de baixas dimensões, sendo expectável uma 
correlação idêntica entre Nε-Hcy-Lys e o número de lisinas. No entanto, não se 
verificou o aumento reacional da HTL, provavelmente, devido à inacessibilidade dos 
grupos ε-amino dos resíduos de Lys ao solvente (Jakubowski, 2000; Sharma, Kumar, 
Dar, & Singh, 2015).  
Ao analisar as alterações provocadas pela HTL, através da N-homocisteinilação 
das proteínas lisozima, RNase-A e α-LA, Sharma, Kumar, & Singh (2014) concluíram 
que a modificação estrutural e funcional das proteínas depende dos seus pontos 
isoelétricos. A N-homocisteinilação desnatura as proteínas ácidas, perdendo estas, as 
suas funções, e pode levar, consequentemente, à agregação proteica. Contrariamente, as 
proteínas básicas são resistentes a estas alterações. Assim, sugerem que, células ou 
tecidos com um conteúdo rico em proteínas ácidas poderiam ser os principais alvos para 
a N-homocisteinilação. Contudo, o estudo indica também, que as alterações estruturais e 
funcionais induzidas pela N-homocisteinilação não ocorre em todas as proteínas ácidas. 




Figura 8 – Representação esquemática das modificações proteicas induzidas pela HTL, através da  
N-homocisteinilação (Sharma et al., 2015). 
 
 Num estudo realizado a ratinhos, verificou-se que a N-homocisteinilação de 
proteínas pode ser revertida pela alteração de uma dieta rica em Met, para uma pobre 
neste aminoácido. Porém, durante duas semanas, a alteração da dieta não permitiu 
reverter totalmente os níveis plasmáticos de N-Hcy-proteínas de modo a igualarem-se 
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aos níveis do grupo de controlo (ratinhos que nunca ingeriram uma dieta rica em Met), 
ao contrário da concentração plasmática da HTL e Hcy, que passado o mesmo tempo, 
retomaram aos valores normais (grupo controlo) (Jakubowski et al., 2009). 
Atualmente, não é conhecido nenhum mecanismo para a destoxificação de  
N-Hcy-proteínas. Porém, pela primeira vez, foi proposto um mecanismo para a  
“auto-deshomocisteinilação” em solução aquosa, conforme descrito no esquema da 
Figura 9 (Mei et al., 2016). Se for correto, este mecanismo poderá justificar a redução 




Figura 9 – Mecanismo químico proposto por Mei et al. (2016), para a “deshomocisteinilação” de resíduos 
de Lys de proteínas N-homocisteiniladas: 
Sob condições alcalinas (A), o par de eletrões não partilhados do grupo tiol ataca primeiro o grupo 
carbonilo para formar um anel de cinco membros. De seguida, o par de eletrões não partilhados do grupo 
hidroxilo ataca o carbono quaternário quebrando a ligação com grupo amina, para obter HTL. Isto sugere 
que o principal subproduto da “deshomocisteinilação”, em condições fisiológicas, é a HTL. Em contraste, 
em condições ácidas (B), o grupo carbonilo é inicialmente protonado antes que as moléculas de H2O o 
ataquem, seguido da transferência de um protão e da isomerização intramolecular. Finalmente, o grupo 
hidroxilo ataca o carbono quaternário, quebrando a ligação com o grupo amina, e originando Hcy. Se este 
mecanismo estiver correto, dado o grupo tiol ser mais nucleófilo do que o grupo hidroxilo, a 
“deshomocisteinilação” será ativada mais facilmente em condições alcalinas do que em ácidas.  Retirado 
de (Mei et al., 2016). 
 
Segundo os resultados obtidos por Olas, Kołodziejczyk, & Malinowska (2010), a 
HTL é mais reativa do que a Hcy, na indução da homocisteinilação de proteínas, sendo, 
por isso necessário, maiores concentrações de Hcy para formar o mesmo números de 
aductos com proteínas, comparativamente à HTL. Neste mesmo estudo, verificaram que 
tanto a HTL como a Hcy podem provocar N-homocisteinilação, S-homocisteinilação 
e C-homocisteinilação (Hcy ligada ao grupo carbonilo) de proteínas. Porém, devido à 
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falta de evidências suficientes na literatura que suportem esta última, na presente 
monografia não será incluída a hipótese da HTL e da Hcy provocarem  
C-homocisteinilação. 
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4. EFEITOS ATEROGÉNICOS INDUZIDOS PELA HOMOCISTEINILAÇÃO 
DE PROTEÍNAS 
 
Apesar de não se conhecer o mecanismo exato de ação da Hcy na aterogénese, 
sabe-se que este aminoácido pode ter uma ação direta, através da S-homocisteinilação 
de proteínas, ou indireta, através dos seus metabolitos, nomeadamente da HTL, e da sua 
capacidade de provocar N-homocisteinilação de proteínas, que levam, por exemplo, à 
desregulação do mecanismo vasodilatador endotelial, ao stress do retículo 
endoplasmático das células endoteliais e do músculo liso vasculares e a alterações 
fenotípicas para um fenótipo endotelial pró-inflamatório e pró-coagulante. (Fridman, 
Fuchs, Porcile, Morales, & Gariglio, 2011; Škovierová et al., 2016).  Nesta secção 
apenas serão focados os efeitos aterogénicos da Hcy e HTL através da 
homocisteinilação de proteínas. Todavia, é de salientar que, na literatura recente, muitos 
dos estudos efetuados não discriminam entre as espécies de Hcy e os seus metabolitos 
responsáveis pelos seus efeitos tóxicos. Na presente secção, foram selecionados 
trabalhos da base de dados Pubmed, publicados nos últimos 5 anos (com algumas 
exceções) e que correlacionam a homocisteinilação de proteínas com a aterogénese.  
 




4.1.1.1. Stress do Retículo Endoplasmático.  
Como foi dito anteriormente, a incorporação pós-transdução da Hcy em 
proteínas, pela HTL, pode modificar estruturalmente as proteínas, podendo conduzir à 
agregação das mesmas devido ao enrolamento incorreto ou perda da estrutura 
tridimensional.  
Se estas proteínas alteradas estiverem presentes no lúmen do retículo 
endoplasmático (RE), é ativada a resposta a proteínas unfolded (UPR), que quando 
sobrecarregada despoleta a apoptose da célula, mediada pela ativação de, pelo menos, 2 
genes apoptóticos: o CHOP/GADD153 (growth arrest DNA damage 153) e o TDAG51 
(T-cell death associated gene 51) (Jakubowski, 2013; Lai & Kan, 2015) 
Células endoteliais apoptóticas foram observadas na corrente sanguínea de 
pacientes com hiper-homocisteinemia grave. Esta observação apoia a hipótese da 
HOMOCISTEINILAÇÃO DE PROTEÍNAS NA ATEROSCLEROSE 
42 
 
disfunção endotelial não ocorrer apenas por perda da biodisponibilidade de óxido 
nítrico, mas também pela ativação da via URP que envolvem proteínas tais como: 
inositol requiring enzyme (IREI1), RNA-activated protein Kinase like ER kinase 
(PERK) e o fator de ativação da transcrição 6 (Jakubowski, 2013; Lai & Kan, 2015). 
Este acontecimento leva também à ativação de vias inflamatórias (Wu et al., 2015). 
 
4.1.2. Extracelulares. 
No meio extracelular, foram observadas, in vivo, várias proteínas alvo da  
N-homocisteinilação pela HTL, nomeadamente a albumina, o fibrinogénio, a  
apoA1-HDL, a apoB-LDL e o colagénio (Jakubowski, 2013; Perła-Kajan et al., 2016; 
Zinellu, Sotgia, et al., 2010). Seguidamente, cada caso será descrito ao pormenor. 
 
4.1.2.1. Apo-LDL.  
A N-homocisteinilação das apo-LDL promove a multimerização das mesmas, 
levando à sua agregação ou precipitação. Uma vez nos vasos, nomeadamente, nos vasa 
vasorum, estes agregados podem, facilmente, ligar-se aos constituintes lipídicos dos 
microrganismos, promovendo assim a sua retenção.  Consequentemente, este processo 
contribui para a obstrução da circulação nos vasa vasorum. resultando em isquemia da 
parede arterial, morte celular intramural, obstrução dos capilares e propagação de 
microrganismos para a íntima, o que conduz à inflamação e criação de placas de 
ateroma vulneráveis. Por outro lado, a presença de LDL homocisteiniladas e oxidadas 
estimulam a produção de anticorpos anti-N-Hcy-LDL que podem iniciar um ciclo 
vicioso ao aumentar a formação de complexos e a agregação de lipoproteínas (McCully, 
2015a; Perła-Kaján et al., 2007; Vignini et al., 2004). 
 
4.1.2.2. ApoA1-HDL. 
A apoproteína predominante nas lipoproteínas de alta densidade é a apoA1. Esta 
última é a grande responsável pelo efeito anti-aterogénico das HDL, pois é responsável 
pelo efluxo de colesterol das células espumosas e pela ação antioxidante das HDL, 
capazes de reduzir as LDL oxidadas. Esta proteína tem 21 lisinas suscetíveis de sofrer 
N-homocisteinilação. Contudo, in vivo, apenas foi observado a formação de dois 
aductos Nε-Hcy-Lys (Ishimine et al., 2010). Num recente estudo de Miyazaki et al. 
(2014), foi analisado os efeitos provocados pela N-homocisteinilação da apoA1 na sua 
capacidade antioxidante e de efluxo de colesterol e verificou-se que esta modificação da 
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apoproteína alterou negativamente a sua capacidade antioxidante, promovendo mesmo a 
oxidação das LDL; porém, não afetou o efluxo de colesterol. 
 
4.1.2.3. Albumina. 
Tal como referido anteriormente, grande parte da tHcy está ligada à albumina 
por pontes dissulfeto (S-homocisteinilação), no entanto esta proteína também sofre  
N-homocisteinilação. A primeira envolve a Cys34, e a segunda envolve a ligação da 
HTL com a Lys525 (Sharma et al., 2015). Estas modificações pós translacionais podem 
alterar a interação da albumina com as catequinas (Genoud, Castañon, Lauricella, & 
Quintana, 2014; Zinellu et al., 2015). 
As catequinas são compostos polifenólicos particularmente abundantes no chá 
verde e, existem sobretudo nas formas de epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), 
epicatequina galato (ECG) e epigalocatequina galato (EGCG). São lhe reconhecidas 
propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes (Zinellu et al., 2015). 
Estes flavonoides ligam-se à albumina plasmática com diferentes afinidades, o 
que pode modular a farmacocinética, principalmente a sua biodisponibilidade. Assim, as 
catequinas que têm na composição galato possuem maior afinidade para a albumina 
(Zinellu et al., 2015). 
 Estudos in vitro revelaram que a incubação da albumina com Hcy diminui a 
afinidade da albumina para as catequinas, avaliada pela constante de afinidade Kb: 14% 
para a EC, 18% para EGC, 24% para a ECG e 30% para a EGCG; o mesmo aconteceu 
para a N-homocisteinilição provocada pela HTL: 17% para a EC, 22% para a EGC, 23 
% para a ECG e 32% para a EGCG (Zinellu et al., 2015). 
Tendo em conta que a ligação da albumina às catequinas ocorre em apenas um 
local, especula-se que, quer a ligação da Hcy ao resíduo Cys34, quer da HTL ao resíduo 
Lys525, possam diminuir o acesso das catequinas à albumina por modificação 
conformacional desta. Esta observação é suportada, pelo facto, das catequinas com 
maior perda de afinidade serem as que têm de maior massa (ECG e EGCG). A 
diminuição da afinidade da albumina pelas catequinas torna-as mais suscetíveis de 
sofrerem oxidação e/ou catabolismo, o que encurtará a sua semivida e, portanto, a 
atividade biológica (Zinellu et al., 2015).  
Apesar deste estudo não ter sido realizado in vivo, torna-se particularmente 
interessante devido, ao facto, de outros compostos, nomeadamente fármacos com forte 
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ligação à albumina, poderem sofrer alterações na sua biodisponibilidade, em situações 
de HHcy (Zinellu et al., 2015). 
 
Ver outros efeitos da albumina N-homocisteinilada na secção 4.1.3.1. 
 
4.1.2.4. Fibrinogénio. 
O fibrinogénio, uma proteína chave no processo de coagulação, dispõe de 
resíduos de Lys essenciais para a ligação dos enzimas fibrinolíticos a esta proteína, e 
como tal, para o exercício da sua função. Uma vez homocisteiniladas, estas Lys podem 
comprometer o processo, e alterar a estrutura e função do fibrinogénio, que na presença 
de trombina, pode levar à modificação pró-trombótica da estrutura e função do coágulo 
de fibrina. In vivo, identificaram-se três Lys homocisteiniladas (α-Lys562, β-Lys344, e 
γ-Lys385) no plasma de indivíduos com deficiência de CBS, os quais, apresentaram 
hiper-homocisteinemia severa. O resíduo de α-Lys562, na molécula de fibrinogénio, 
está diretamente envolvido na ligação à plasmina e ao ativador do plasminogénio 
tecidual (tPA). A N-homocisteinilação desta Lys demonstrou comprometer a fibrinólise 
in vivo, o que explica o maior risco de doença arterial coronária nos indivíduos com 
deficiência de CβS. Os coágulos nestes pacientes são mais compactos, menos 
permeáveis e mais resistentes à fibrinólise (Szlauer et al., 2015).  
In vitro, foi demonstrado que a N-homocisteinilação do fibrinogénio permite a 
formação de pontes dissulfeto com a albumina. A presença destes complexos 
fibrinogénio-albumina no coágulo comprometem também a fibrinólise promovida pelo 
tPA. Da mesma forma que Hemoglobina A1c é utilizada para monitorizar o controlo da 
diabetes mellitus, alguns autores defendem que o doseamento dos conjugados  
albumina-fibrinogénio são uteis como marcadores do dano proteico induzido pela Hcy 
(Sauls, Warren, & Hoffman, 2011).  
 
4.1.2.5. Colagénio. 
Estudos em ratinhos deficientes no enzima CβS, que caracteristicamente 
possuem valores elevados de Hcy e de HTL circulante, apresentam alterações do 
colagénio no sistema cardiovascular e esquelético (Perła-Kajan et al., 2016). No 
entanto, o mecanismo para estas alterações permanecia desconhecido, até que muito 
recentemente, Perła-Kajan et al. (2016) estudou o efeito da HTL em ratinhos deficientes 
no enzima CβS e, pela primeira vez, propôs um mecanismo que explica a anormalidade 
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do colagénio (Figura 10). Ao formar ligações amida com os resíduos de Lys do 
colagénio, a HTL compromete a formação das pontes cruzadas de piridinolina, 
necessárias para a reticulação do colagénio. O ponto crítico para a N-homocisteinilação 
foi localizado no N-telopéptido do colagénio tipo I α-1, no resíduo de Lys160. Importa 
referir que estudos paralelos permitiram concluir que a atividade e expressão do enzima 
lisina oxidase (LOx), na presença de Hcy, que catalisa a primeira etapa na formação das 
ligações cruzadas ao oxidar os resíduos de lisina, não são alteradas na presença de Hcy. 
Na placa de ateroma complicada ocorre a formação de trombo com eventual 
embolização de parte, ou de todo o trombo. Esta placa instável tem o seu colagénio 
pouco reticulado, devido à falta das reticulações de piridinolina, o que facilita a 
formação e o descolamento do trombo. 
 
 
Figura 10 - Representação do efeito da N-homocisteinilação na reticulação de piridinolina do colagénio. 
Retirado de (Perła-Kajan et al., 2016) 
 
4.1.2.6. Enzima Conversor da Angiotensina I. 
Huang et al. (2015) levantaram a hipótese de que um aumento da concentração 
de Hcy, nas suas várias formas e metabolitos, incluindo a homocistina e a HTL, podem 
aumentar a atividade do enzima conversor da angiotensina I, através da 
homocisteinilação do mesmo. Assim, níveis de angiotensina II e, consequentemente, da 
aldosterona, são elevados bem como a atividade da NADPH oxidase, que ao aumentar a 
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produção de superóxido, induz o stress oxidativo e, consequentemente, a disfunção 
endotelial. 
 
4.1.3. Sistema Imunitário. 
Sendo a aterosclerose uma doença inflamatória crónica, envolve a imunidade 
inata e adaptativa. A peroxidação lipídica tem um papel central na resposta, quer 
celular, quer humoral, ao gerar aldeídos reativos como o malondialdeído, que podem 
modificar os resíduos de Lys nas apoproteínas das LDL e em várias outras proteínas. 
Estes aductos lípidos oxidados/proteínas, como por ex. o malondialdeído-LDL, 
transportam novos epitopos que serão reconhecidos pela resposta imune inata e 
adaptativa (Jakubowski, 2013). 
 
4.1.3.1. Resposta Adaptativa. 
A incorporação da Hcy nas proteínas humanas induz a produção de 
autoanticorpos que reconhecem os epitopos Nε-Hcy-Lys das N-Hcy-proteínas. Estes 
autoanticorpos podem reagir com proteínas homocisteiniladas. Existe uma correlação 
direta entre os níveis destes autoanticorpos e a concentração da Hcy plasmática, mas 
não com os níveis plasmáticos de cisteína ou metionina (Jakubowski, 2013).  
Os autoanticorpos N-Hcy-proteína estão particularmente elevados nos pacientes 
com doença arterial coronária e AVC. Alguns estudos mostraram que, no sexo 
masculino, estes autoanticorpos são preditores mais sensíveis de doença arterial precoce 
quando comparados com os níveis totais de Hcy (Jakubowski, 2013).  
A presença de autoanticorpos Nε-Hcy-Lys pode também ser benéfica, ao 
promover a excreção de antigénios em circulação. Mas por outro lado, podem ter efeito 
nocivo quando, por exemplo, os epitopos Nε-Hcy-Lys que estão expostos à superfície 
das células endoteliais, se ligam aos anticorpos, recrutando os monócitos que, através 
dos seus recetores Fc, lesam as células endoteliais (Jakubowski, 2013).  
O tratamento com ácido fólico por 3 a 6 meses reduz os níveis de 
autoanticorpos, mas apenas em indivíduos saudáveis (Jakubowski, 2013).  
 
4.1.3.2. Resposta Inata. 
As N-Hcy-proteínas, particularmente as N-Hcy-apoLDL, são captadas 
avidamente pelos macrófagos, quando comparadas com as LDL não modificadas. Além 
disso, os níveis de Proteína C Reativa correlacionam-se significativamente com os 
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níveis de autoanticorpos, sugerindo que as N-Hcy-proteínas são pró-inflamatórias. Por 
outro lado, estudos mais recentes demonstraram que a N-Hcy-albumina aumenta a 
ligação dos monócitos às células endoteliais ao induzir a expressão de quimiocinas  
pró-inflamatórias e citocinas tais como VCAM1, ICAM1 e MCP-1 quer nos monócitos 
quer nas células endoteliais. Curiosamente estas citocinas pró-inflamatórias também 
podem ser induzidas em culturas celulares humanas pela Hcy; porém, para que tal 
aconteça, são necessárias concentrações muito mais elevadas de Hcy, em relação à  
N-Hcy-albumina para que tal aconteça (Jakubowski, 2013).  
Capasso et al. (2012) estudou o efeito da N-Hcy-albumina na expressão génica 
das células endoteliais e verificou-se existir uma sobre-expressão de genes envolvidos 
na remodelação vascular, tais como ADAM17 e hsp60. A albumina pode ser 
internalizada na célula por endocitose e, dessa forma, pode determinar a alteração na 
expressão de citocinas e recetores. 
A ADAM17 é uma metaloprotease que promove a produção da molécula de 
adesão celular, ICAM1 e do fator de necrose tumoral α (TNF-α). A hsp60 eleva-se quer 
a nível celular, na membrana e no citosol, quer no meio extracelular, e demonstrou 
tratar-se de um importante autoantigénio na aterosclerose. Os anticorpos anti-hsp60 ao 
ligarem-se à hsp60, na membrana da célula endotelial, induzem um efeito citotóxico. 
Por outro lado, os macrófagos expressam também ligandos para a hsp60 e, da sua 
interação, resulta a ativação desta célula (Capasso et al., 2012).  
A concentração plasmática de hsp60 é significativamente mais elevada nos 
pacientes com doença cardiovascular (Capasso et al., 2012). 
 
4.2. S-Homocisteinilação de Proteínas 
 
4.2.1. Extracelulares. 
Tendo em conta que a maior parte da homocisteína circulante se encontra ligada 
a proteínas, um dos mecanismos para explicar a sua citotoxicidade reside na capacidade 
de se ligar aos resíduos de cisteína das proteínas ou de clivar as pontes dissulfeto da 
cisteína, alterando dessa forma a estrutura e/ou função das proteínas. Os resíduos de Cys 
não só estão envolvidos no enrolamento e estabilidade das proteínas e formação de 
pontes dissulfeto com o grupo tiol livre da Hcy, como também participam em reações 
de oxirredução, e coordenam-se com iões metálicos (Silla, Sundaramoorthy, Talwar, & 
Sengupta, 2013). 





Vários estudos demonstraram que as apoproteínas das lipoproteínas também são 
suscetíveis à S-homocisteinilação, numa extensão proporcionalmente relacionada com a 
concentração plasmática de homocisteína. Por outro lado, a própria N-homocisteinilação 
aumenta o número de locais para a S-homocisteinilação (Zinellu et al., 2012). 
A incubação das células endoteliais com Hcy-S-S-apoLDL mostrou aumentar a 
produção intracelular de ROS, levando uma menor proliferação e viabilidade destas 
células, sugerindo um papel anti-angiogénico e pró-aterogénico para este tipo de 
modificação das LDL (Zinellu et al., 2009).  
Por outro lado, é bem conhecido que as LDL podem atravessar as células 
endoteliais via transcitose para alcançarem o espaço subendotelial, numa taxa 
proporcional à concentração das LDL plasmáticas. Se as LDL S-homocisteiniladas 
ficarem retidas na íntima, estas podem libertar o seu conteúdo Hcy, que irá promover a 
oxidação de grupos tióis de outros compostos, ou a S-homocisteinilação de outras 
proteínas. Uma vez que a atividade de algumas metaloproteases é regulada pela S-
homocisteinilação dos grupos tiol livres na cadeia polipeptídica, um aumento da 
concentração de Hcy, na placa de ateroma, pode ativar as metaloproteases latentes, 
elastolíticas – pro-MMP-2 contribuindo para a rutura da placa (Zinellu et al., 2012).  
Por outro lado, no espaço subendotelial e na presença de oxigénio molecular, a 
auto-oxidação dos grupos tióis em compostos como a Hcy, leva à formação de H2O2, e 
isso pode promover a oxidação das LDL retidas, transformando-as em moléculas 
altamente aterogénicas que promovem o processo inflamatório no vaso (Zinellu et al., 
2012; Zinellu et al., 2009).  
Na doença renal crónica, as LDL são mais homocisteiniladas do que na 
população em geral, podendo ser responsável pelo incremento do transporte, quer da 
Hcy, quer da Cys, para o espaço subendotelial. Nos indivíduos com síndrome nefróticos 
que caracteristicamente apresentam níveis elevados de colesterol LDL, os níveis de 
apoB-LDL S-homocisteinilada relacionam-se com os níveis de creatinina sérica 
(Zinellu, Loriga, et al., 2010). 
 
4.2.1.2.  Albumina. 
As placas ateroscleróticas são caracterizadas por um ambiente pró-inflamatório e 
pró-oxidante.  Cerca de 70 % das proteínas da placa de ateroma são provenientes do 
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plasma, sendo predominante a albumina. A estrutura primária da albumina contém trinta 
e quatro resíduos de cisteína que contribuem com dezassete pontes dissulfeto na 
estrutura terciária, e um resíduo livre de cisteína (Cys34) com atividade redox. Por 
conseguinte, a S-homocisteinilação da albumina ocorre unicamente neste resíduo de 
aminoácido. Efetivamente, na comparação entre a albumina circulante e a presente na 
placa de ateroma, verificou-se que esta última sofre quase três vezes mais oxidação na 
Cys34, provavelmente devido ao ambiente mais oxidativo da placa (Lepedda et al., 
2014). 
 
Ver também secção 4.1.2.3.  
 
4.2.2. Intracelulares. 
Embora, a evidência da S-homocisteinilação das proteínas extracelulares esteja 
bem estabelecida, pouco é conhecido sobre as proteínas intracelulares alvo da  
S-homocisteinilação pela Hcy. A razão poderá ser pelo facto do citosol (ao contrário do 
RE) ser um ambiente redutor que não favorece o estabelecimento de ligações  
Hcy-S-S-proteínas  (Silla et al., 2013). 
 
4.2.2.1.  Metalotioneína. 
A metalotioneína (MT), uma proteína acompanhante (chaperone) intracelular 
atua como um ligador de zinco e removedor de radicais superóxido. Pela particular 
abundância de radicais Cys, pode ser alvo da S-homocisteinilação. A  
S-homocisteinilação desta proteína compromete a sua ligação ao zinco, aumentado a 
concentração deste ião no citosol e elevando a expressão do Egr-1 (early growth 
response-1), um fator de transcrição zinc finger, que regula a expressão dos genes  
pró-inflamatórios e pró-coagulantes associados à aterotrombose. Por outro lado, a 
homocisteinilação da MT impede a inativação do superóxido, o que aumenta o stress 
oxidativo (Figura 11) (Colgan & Austin, 2007). 




Figura 11 - A homocisteinilação da metalotioneína (MT) em células endoteliais vasculares humanas 
compromete o potencial redox intracelular e aumenta a expressão de early growth response-1 (Egr-1). 
A MT é um chaperone de ligação de zinco intracelular ubíquo (Zn2+) com propriedades de eliminação do 
radical superóxido (O-2) (lado esquerdo do diagrama). O aumento dos níveis de homocisteína intracelular 
(Hcy) nas células endoteliais pode ocorrer através de vários mecanismos, incluindo a captação de 
metionina extracelular (Met) e / ou Hcy, ou o comprometimento no metabolismo intracelular de Hcy. O 
aumento dos níveis intracelulares de Hcy facilita a S-homocisteinilação da MT no citosol, libertando Zn2+ 
e prejudicando as propriedades de remoção de radicais O-2 da MT. A elevação no Zn2+ livre intracelular, 
atribuível à homocisteinilação de MT, aumenta a expressão de Egr-1, um factor de transcrição precoce / 
intermediário que medeia a expressão de uma ampla gama de fatores celulares possuindo propriedades 
pró-aterogénicas e pró-trombóticas, incluindo a proteína quimiotáctica de monócitos-1 (MCP-1), fator de 
necrose tumoral-α (TNF-α), a molécula de adesão intercelular 1  
(ICAM-1) e o fator tissular (TF). Com o aumento da expressão de Egr-1 e de espécies reativas de 
oxigénio (ROS), induzida pela homocisteinilação, é de esperar uma disfuncionalidade por parte das 
células endoteliais, contribuindo assim para o desenvolvimento e progressão da aterotrombose 
(componentes representados em vermelho). Alvos intracelulares adicionais de homocisteinilação 
(retratado como ponto de interrogação) e seu efeito sobre o enrolamento de proteína / função no 
citoplasma e retículo endoplasmático de células endoteliais estão atualmente a ser investigadas. SAM 
indica S-adenosilmetionina; SAH, S-adenosil-homocisteína; MS, metionina sintetase. A, molécula 
aceitadora; A-CH3, molécula aceitadora metilada. Retirado de (Colgan & Austin, 2007). 
 
4.2.2.2. Peroxirredoxina. 
Uma das funções da peroxirredoxina 1 (Prx1), uma proteína intracelular, é a 
eliminação de H2O2, que é mediada pela formação transiente de uma ponte dissulfeto 
intermolecular entre a Cys52 (centro catalítico) e a Cys173 de outra molécula de Prx1 
(Lee et al., 2007). Riquier et al. (2014) verificaram que a Prx1 é alvo da  
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S-homocisteinilação ao nível da Cys52. No entanto falta provar se esta alteração inibe a 
atividade desta proteína ou se pelo contrário, a protege (Riquier et al., 2014). 
 
4.3. Expressão Génica das Células Endoteliais 
Já se tinha verificado que a HHcy alterava, em ratinhos, a expressão de alguns 
genes que se associam ao desenvolvimento de aterotrombose (Gurda, Handschuh, 
Kotkowiak, & Jakubowski, 2015). No entanto, não se sabe ao certo, qual das espécies 
de Hcy, são as responsáveis. Recentemente, Gurda, Handschuh, Kotkowiak, e 
Jakubowski (2015) verificaram, através das técnicas de microarrays, e de PCR 
quantitativo em tempo real, que a HTL e a N-homocisteinilação de proteínas do soro 
fetal bovino (proteínas modificadas pela incubação com HTL,  que mimetizam a  
N-Hcy-proteína presentes no plasma de pacientes com defeito dos enzimas CβS e 
MTHFR), mais do que a Hcy, induzem alterações na expressão de genes nas células 
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), sendo que cada um destes genes é 
importante para a homeostase celular e vascular, e responsável por um determinado 
mecanismo biomolecular celular. Contudo, neste estudo não é claro qual das espécies de 
Hcy e seus metabolitos, e quais as proteínas homocisteiniladas, estão envolvidas na 
desregulação génica. A HTL adicionada à monocultura de HUVECs, pode ser 
metabolizada pelas mesmas, originando N-Hcy-Proteínas intracelulares, bem como a 
Hcy adicionada pode formar pontes dissulfeto com as cisteínas das proteínas 
intracelulares (S-homocisteinilação). Através da análise bioinformática, os mesmos 
autores correlacionaram estas alterações génicas com várias categorias de doenças, 
inclusive a aterosclerose. 








O papel da homocisteína na génese da aterosclerose pode ser considerado direto, 
quando esta induz a S-homocisteinilação de proteínas, ou indireto, quando 
primeiramente é convertida em homocisteína-tiolactona, possibilitando a  
N-homocisteinilação de proteínas. Quanto à última, foi estabelecido não só o seu efeito 
a nível intracelular, nomeadamente, no stress do retículo endoplasmático, como 
também, a sua influência nas alterações estruturais e funcionais de proteínas 
extracelulares, caso do efeito da N-homocisteinilação das apolipoproteínas, da 
albumina, do colagénio, do enzima conversor da angiotensina I, e do próprio 
fibrinogénio. Sendo a aterosclerose uma doença inflamatória, não é de surpreender, a 
participação da N-homocisteinilação das proteínas, quer na resposta inata, quer 
adaptativa, da inflamação. Importa também salientar que a própria N-homocisteinilação 
favorece a S-homocisteinilação e, que esta última, por sua vez, pode alterar, a estrutura e 
função, quer de proteínas extracelulares, quer das intracelulares, tais como a 
metalotioneina e a peroxirredoxina. 
Refira-se que estudos mais recentes levantaram a hipótese da homocisteinilação 
de proteínas alterar também a expressão génica das células endoteliais, contribuindo 
igualmente para a sua disfunção.  
Os estudos analisados na presente monografia evidenciam que a 
homocisteinilação de proteínas acelera a progressão da aterotrombose. 
Deste modo, o principal desafio é perceber qual a consequência que as proteínas 
homocisteiniladas têm na aterosclerose. Para esse efeito, são necessários mais estudos 
que aprofundem o conhecimento sobre os mecanismos aterogénicos provocados pela 
homocisteinilação de proteínas, e encontrar, eventualmente, outras proteínas 
homocisteiniladas envolvidas na aterogénese. Adicionalmente, será de toda a relevância 
ter em consideração, em futuros ensaios clínicos humanos, os diferentes metabolitos da 
homocisteína, nomeadamente a homocisteína-tiolactona e a N-homocisteinilação de 
proteínas, para além da homocisteína total. Esta estratégia poderá clarificar o contributo 
de todas as espécies da homocisteína na aterogénese.  
Deste trabalho, conclui-se também, a importância em conhecer quais são as 
proteínas intracelulares que podem ser homocisteiniladas, in vivo, nas células do 
músculo liso e no tecido adiposo perivascular e perceber a sua influência na homeostase 
dessas células, para assim compreender o seu possível envolvimento na aterosclerose. 
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Finalmente, é importante um conhecimento mais detalhado da própria 
aterogénese e do envolvimento dos vários metabolitos da homocisteína, o que poderá 
permitir a identificação de biomarcadores das doenças cardiovasculares mais efetivos e, 
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